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Про"ед"rп термодинамическуй анаJIиз переходов стl4ра-гь-клубок комппексов

о.лIдонуклеотидов (dд}s с (dT)lo И (dT)12, а также с олиготимIIдлшатом,

модифlашрованным шilеркаJпФуюцlшt красителем феназrаrrом. При соотношенIбrх

r*ггей I:| и!,:2 и значеЕlUD( F: Qrl,l и 1 с помощью модеJIи (двух состоятллй> и

модифшцаРованrrой модеJIи <засtЬжка-молниl{) рассзrгаЕы термодинамиqеские

параметрЫ 1rереходоВ 
^н, 

дS и дG и коIIстаЕТы равЁовеСия для ДдлексЕьж и

тршшексЕьD( структур. Обнаружено отклонение экспёршuеIгIаJIъньD( зависrлrлостей

от моделИ (дв)D( состояrпй>> для дшпексов с ковалеЕтЕо црисOедиIIеЕным

феназrшrом. Этот эффект }firrерпреflфуется как резуJIьтат влиrIния щ)имесного
триIIJIексЕого состоян!ш. С rrомощью расчетов по модели (€астежка-моJIнIб{)>

УстаЕоВJ[ено,,чгоконтIеВыецрУшБiкОмплексоВIIахоДятсяВчасТIЕIно
раз}цорядаченЕоМ состоянии, стешець котороrо возрастает с повышешием

темперр__турыi Показано, .lTo укреттление обоrас типоВ KoItIIIJIeKeoB за счет ,

црисоедIцIеýия .красителfi можеТ бьrrЬ )пffеIIО путеМ УI!ШОЖеЕИrI констаIIтЫ

связываIrия комплекса Еа коЕстацту присоединеЕиrI KpacиTeJUI к комIтJIемеrrгарной

стр}т(,туре.

ключЕвЫЕ СЛОВА: дуплексные и тршшексные комшпексы олигон}.КпеОТLЦОВ,

перехоД спира,ть-кЛубок, стабШrизациJ{ комIшексоВ красиIелем, модеJIьIIые теории

переходов.

в поспеднее время большое вЕимаЕие привлеклют исследованиrI дуплексов и

тршIлексОв олигонУклеотидоВ в связи с IФ( вФкными биологическими фуякциями

[1,2]. обътчнО исслед/ютсЯ комплексЫ, образОвllнные комппемеЕтарl{ыми

пуриновыМи и пиримид{нOвыми оJIигонукJIеотидаь{и за счет уотсон-криковских и

хугстиновскrD( связей. Наиболее простымИ структурами,такого рода явJLIются

гомооJIигонуклеотидные .щдпексы и ц)шшексы, Еапример, (dд)",(dт)". Такие

комплексЫ с n:10 и n:l9 исследов.UIись в работах [3-6] шри рuulлиtlнЬж условIIJгх,

обеспе.мвающих термшIеск}rо устойчIивость этих структур й моделирующш(

услов!IЯ в живой кJIетке. Стабиrшвация такиr( комппексов может осущеотвJUlться, в

частностИ, с помоЩью ковzUIенfiIогО црисоединенIФI к одному иjIи двуý[ концам

олигов иIIтерк!лJIирующих црасителей [7-9].
объr{{Irо присое.щшение осуществJUIется с помотцью IIоJIиметиJIенового

jIинкерак термиfiальЕьп\,I фосфатныМ цруfiпам олигонукJIоотидов. Одrrако возмо)IG{;l

я другие'способы црисоедшrениll. В предщцущеЙ работе [10] было исследовано

укрепленИе ддпексОв и триплексов, образованньD( оlшго(dА)15 И ОJlИГО(dТ)lg За СЧеТ



присоединеш{rI к 3'jконцу олиго(dТ)16 нfклеозидного производного
интеркалируютцего красителlI имидазофеназина (ph). Методом термическOй

денат}рации с использованием УФ-спектроскопии и флуоресценции показано

повышение температуры перехода в разупорядоченное состояние для дуплексов на
*100 С и длб{ триплексов на (15-20)0 С при }r=0,1 и ].. Такилц образом. установлено
сутIIественное реличение стабильности этшх структур при условиях, близких к

ф ltзио"тогическим.
В связи с этим бьшо интереош0 провести термодинамическиr1 ан&пиз процесса

образования изучеFIньж cTpyктyp на основе суtцествуЕошшх модельньIх
представлений и вьuIвитъ факторы, обеспечиваюп{ие их стабильность" В настояIцей

работе такой анаJIиз выполнен на основе простой модели (цвух состояниЙ>> (<<все или

ничего>>), а также с испOльзованием так называемой плодели (Gастежка- молния> fitr tr,

12]. ts рамках этой модели бьrли полуIены пtодифичированные уравнения для
описанIu{ дуплексов и триплексов, }креIшенных <<скрепкой> и без нее. ГIроведено

сравнение эксшериментальflьж и расчетньIх данньж. Следует отметить, что.

несмотря на кажушry,юся простOту из}ченнъж комплекоов, процесс их образования

усложнен возможностью относительного сдвига (проскальзьrвания)
олигонУкJIеОтиДОВ, а ТаКЖе ТеМ, ЧТО ПРИ РаСПаДе КОN{IIЛеКСОВ НИТИ ОЛИГО(dА)ts

находятся в частично )aпорядоченпом состояIlии, притrем степень упорядочениlI
зависит от температуры. Эти эффектьi }цитываются в проведенном анализе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Синтез немодифицированнъж и модифицированнъD( олигоF{укJIеотидов был

выполнен в инстIIтуте Биоорганической химии и Нефтехимии НАН Украины [trO].
Во всех экспериментах в качестве растворитеJuI использовчtли trO mМ Na-

какодилатный буфер, рН '7, содержаlr{ий 0.5 mМ EDTA, приготовленньй на
деионизованной дистиллированной воде. ИсследованIIJI проводили rrри ионной силе

раствора р : 0.1 иlили yl : 1 (о* созданшI ионной сиJIы добавля.пи NaCi).
Концентрации олигонукJIеотидов опредеJuIли спектрофотометрически, используя
след},ющие коэффициенты молярной экстинкции (АrГlсм-1): 9800 при \,:257 нм для
олиго(dА)15,8600 rryи\-266 нм для олиго(dТ)rg и олиго(dТ)12 (при 2Т-2З 0C;;tO1.

Конuентрацию олиго(dТ)lpРh рассчитываJIи по поглощению феназитлового остатка в

видимой области спектров поглощения [10].
Профили термической денатурации полу{ены rrутем регистрации

температурньж зависимостей УФ-поглощеншI нукJIеотидов. АбсорбционЕые кривые
пдавленIбI бьши определены на спектрофотометре SPECORD tIV VIS (Jena, ФРГ),
подкIпоченном к персональному компьютеру дJIя сбора данньЕ. Поглоlцение
измеряли в специальноЙ ,кварцевоЙ кювете (объем б0 микролитров, длина
оптического гryти 0.2 см). Кювета BcTaBJuIлacb в медньй держатель, температура
которого измеrulлась с помощью элемента Пелтье, управJI;Iемого компьютером.
Измерения вьIполняли в осЕовЕом при скорости нагрева 0.5 0Сlмин.

РЕЗУДЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Комгrлексообразование (dA)rs с (dT)lg и (dT)l6Ph бьlлtо исследовано в

растворах с моJuIрным соотношением Ецтей 1:1 и 1 :2 при двух значеншIх р = 
0.1 и 1.

Также из)п{ено образование комплексов между (dA)ls и (dT)lz с MoJuIpHыM
соотноrпением нитей 1:i" КонцеЕтрация нитей (dA)rs во всех слr{iuгх составляла 7

рМ,,Крдвые плавлеЕиlI выше}казанньIх комплоксов бьши поJryчены по изменению

J
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поглощенIбI прп 7ъ:260 нм и )у:284 нм [10J. ТемпературЕаrI зависимость доли
раЗ)ЦоряДоченЕъIх АТ-пар, i-CI, дJuI комплексов (сд)rs(Ът)lо и (dA)l5(dT)l0Ph
Ilредставлена на Рис,1, Значения, 1-0, бьiли рассчитаЕы из кривьж плавленI4J{ прих:260 ЕМ по стандартной методике, используя линейные базовые линии.

UlO2'зOф50Ф.10
TCI,ш.rpaýeaCC)

Рис.1 Температlрная зависимость доли
разупорядоченньtх АТ-пар в компдексах
(dA)is(dT)rg (о, А) и (dA)15.(dT)l0Ph (.,^);
(а) р:0.1, (б) р=1. Плавление rтроводIдIOсь
шри }"=26а Ем. Здесь и далее точки-
экспериментаJIьЕые данные, сIIJIошные
кривые- расчет по модеди (застежка-молния)

Рис.2 Температlрная зависимость доли
разупорядоченньIх \угстиновскID{ цар в
KoMIuIeKcax (dA)15'2(dT)lo (о, 

^) 
и

(dA)152(dT)loPh (о,l;, (а) pr=0,1, (б) р:1.
Гlпавление провOдпrIось при
L:284 rпд.

ю3Oф5Oф
]Ь,fЕе8ýфаСq

С целью вьuIвлениrI триплексньп< формирований в комплексах (dA)15 2(dT)16 и(dA)ls2(dT)loPh плавление проводилось при L=284 нм. Резулътаты'приведены наРис,2 в виде температурной зависимости доли разупорядочеЕньпr тройньтх цепей.!анные, приведенНые на Рпс,2, отЧетливо показываю, борr"ро"urr"a триIUIексов, в
особенноСти для систем (dA)15 2(dT)l6Ph. Однако и при MoJUIpHoM соотношеЕии
нитеЙ 1:1 наблшоДается небОльшое сOдержанИе триIUIексов дJUI системы с феназином(данные приведенЫ в [10]). Как видно из Рис.1 и 2, ковалентно присоединенный колиготимидилату, Ph повышает температуру плавленIФI д)шлекснъгх и триплексньж
комIтлексОв с (dA)15 как прИ lr : 0.1, так и при р : 1. Увеличение длины цепиолиготимИд}IJIата на 2 нуклеотида приводит к повышению томпературы перехода на- 17 ОС (Рис.3).

riji*г-i-i-
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Рис.З Кршые переходов сш,lраль-клубок в
комIIJIексах (dA)l5,(dT)12 при р=0.1 (л) и при р:1
(П) (из д;tнlых ho гrrrавленттrо при },:260 шrл).

Модель <<дв}rх состояний> (<все
,IJIи ничего>) uозвоJUIет наиболее
IIросто выпоJшитъ термодинzti\{ичес-
кий анализ равнсtsесий в данкьгх
оистемах. Е растворе из}п{аемые
Флиrонуклеотиды мохуг шаходитьея в
трех состФяниr{х: 1) одиночньте нити
двух тиII0в в раз1шорядоченной форме;
2) в виле ддIJIексов; 3) в триппексной
форпае. В шриближеЕии данной модели
РаВ}IОВеСИе МеЖД/ ЕИМИ ДiIОЖНО

oIIиcaTb двуlчхя уравЕеЕшIми:

к -,, - rt40- f, - r) .("- л -цЛ

AG= R.T*.tn(zzc)
ьн _ 6.л .т*' .(ав t аг)ц
дý=(дс _^H)lT.

где 9 - пOлЕая концентрация нитей, Т. - температура среднеЙ точки перехода
При этоМ обьгщrо величины АН и ДS преzцrолагаются ЕостоянЕыми, не

зависящими от температуры. Энтальпия перехода Ан может бытъ выислена такжеиз зависимости Вант-Гоффа lnKr-z = f(1000/T). Отклонекtя от лшrеfuого характера
этой зависимости свидетельствуют о появлеIlии третьей ýтрукт5ры (ф*"' й;;;
зависимости АН и ДS от температуры

й
{е
_(1)

к, -,.с = r llfr.fu - f,- 2r}1 а)

где С - полнчuI концентрациrI олигОв; fa И fr - долИ дуплексоВ ,И ТРиПЛеКСоВ,соответственно.
При незна!IительЕом вкпаде триплексов }равнение (1) позвоJиет легко

определиТь Ko}IcTaHTY Ki"z цо измереНной лоrr* ryr*Ьuснъж состояний: ;, ,i,

K1-2:fdl[(1-fa)2"] И построить крив}то перехода 1_@ : f(T). термодrшамиtlеские
параметры связывания 

^G, ^н, 
AS моryт быть расочитаны по известt*шл фgрмулап,I

ii

(3)

(4)

(5)

;
(_
t
S|rr,t
t
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Рис,4 Зависимость Вант-Гоффа дJш комплексов
idA)ls (dT)l0 и (dA)15 (dT)iOPh. Использоваrrи
.laнHbie и обозначения Рис. 1.

Представленные на Рис. 1 и З

кривые перехода дJuI систем
(dA)i5 (dT)I0 и (dA)rs (dT)lz, имеют
правильЕ}то S-образнро фор,чry,
характерЕую длrI !Iисто дшлексных
структур.Но для систем с феназином
фис. i) это правило не выполняется -

кривые плавления, и]\{еют более
шологие низкотемпературные }пIacTKI{.
Для них также наблюдается
отклонония от линейности
зависимостей Вант-Гоффа (Рис. 4).
Эти особенности могут быть
обусловлены наличием триплексньж
состояний,

При известньж константах
связывания Kt_z и Кz-з можно
рассчитать доли д}тiлексов (fd) и
триплексов (fi) дJuI комплексов с
моJIярньIм соотнOшением нитей 1 :1.

ГIриблпаженную оценку fi/fd моя{но
сделать также) разделив почJIенно

уравнеЕие (2) на (1).

з.7

При этом получим

f, l ,fo _ f,)1 (6)

При высокой температуре, когда fd << 1, отношение f, i fd -+0, то есть вклад
ТРИПЛеКСОВ невелик. Легко показать, что для эквимолrIрньD( растворов
ОЛИГОНУКЛеОТИДОВ ВелиЧина l-fd-f,-+ fi при низкоЙ температуре и, так как при этом
отношение констант резко }меньшается, происходит также значитеJIьное снижение
fi / fc. Таким образом, только в области перехода, соответствующей нижней части
кривьж IIлавления, доJuI триплексньж стр}ктур может быть существенной. Оценки
вклада Триплексов в обшrуrо доJIю упорядоченнъIх структур даJlи величины в
ПреДелах 10-12О/о, что сравнимо с наб.тшодаемоЙ величиноЙ откJIонениЙ от кривых
переходов, характерньж для дуплексов.

В таблице 1, привелены рассчитанные по формулам (3-5) с испопьзованием
ДаНЕЬD(, ПрИВеДенньD( на Рис.,(1-3), значения термодинамических параметров AG,
АН, 

^S 
дJuI переходов в из)п{енньж комплексах. При этом дJuI триплексов

предпOлага-пось, что дуIIJIексы вполне сформированы.
Очевидно, что при использовании моделI{ (цв}х состояний) не }^{итьваются

частично разупорядоченные состоянIбI, а рассчитанные термодиЕа}'Iические
величины усреднены и явJuIются в значительной мере эффективньIми велиtIинами,
не отражая истинного вкJIада различньж составJuIющих взаимодействий и cTpyкTypbi

= (к,_, l к,r) lf, t (t - f ,
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комплекоа. Щля сравнениl1 в Таблrzшiе 1" приведены (в скобках) значения
термодинalмичеокиr( веJIичин, рассчитан}rые по линейrrым )цасткам зависимостей
Вант-Гоффа" Полученные при этом данные незначительно отJIичаIотся 0т
paccT[I,1TaHHbD( гrо средней тOчке кривьrх перехода"

Таблица 1. Термодr,rтамические характеристики коьfIIлексов, расстIитанные по
модели (дв}D( состояний>r

Анализ дi}нньгх, ЕриведеЕньIх в Таблице 1., показывает, что энтальпиJI
переходов возрастает Ери увелЕIении ионной оилы, числа мономеров в цепи? а

также при присоедш{ении краситеJuI. Изменения ДS и AG не стоJIъ значитеJБны.
Кроме того, эти значения удовлетворитеJIъно согласуrотся с данными работ [4,6],
полученными шlя n:10 и 19.

Более полнуIо информачию о свойствах и структур9 комппексов можно
полr{ить IIримешIя модель (€астежка-молЕиlI). Эта модель бьша разработана еще в
шестидеоятьD( годах Эпппквистом и ,Щаrrллом [11,12]. С испо.гьзоваIIием модели
ИзиЕга, предложеЕной для кукJIеиновьж кислот Зиммом [13], были поJIу{ены

}равнеfiиrl дJuI перехода спираJIь-клубок в щrплексах оjIигоЕуклеотидов в двух
приближеr*тях; 1) с возможностью относитеJБного смsщен}UI цешочек в дуflлексе
(Kstaggering zфреш) m 2) без смещенIдI (<monstaggering zipper>). ,.,t

. ГIртп,rенение теории дJIя описанIФ{ дуIшексов, образованных
самокомплементарными гIоJý4протоIiированньIми оJIигоадениJIатами, дало
удовлýтворитеJIьцые резуJьтаты и позволил0 установить зависимость пapilМeTpoB
перехода ст термодиfirlмических характористик осЕ{ований [12]. _:

На oc}loвe предлrоженной модеJIи можно поJrучить мOдифицщрованные

уравнениl{ дJuI переходOв спцралъ-к.lryбок в дуплексЕьж и тршшексньж комIuIексах
олигонукJIеотидов с присоединенЕым лигаIцом (<скрепкой>) и без него.

При образовании дуIшексов с числом моЕомерOв в цеп,ж Nr и Nz (Pис. 5)
чиспо рILзJIичньD( микр€состояний о п овязанными парами равно (It{l-n+l)Q.{2-n*i), а
константа К1-2 оIIре.щеJUIется в соответствии с моделью вьIражениями (7, 8)

'Nt

где парапdетр В - так назьваемьй кфактор'ассоциации>, а s - коЕстанта
присоединения новой пары к упорядочеЕному учаСтку дугшекса[12,|З7.

rl
il
цп

U
Ё

t7)

Система

(dA)15-(dT)l0

(dA)15-(dT)l2

(dA)l5-(dT)iOPh

Тrrп комплекса,
соотношение

.щrплексы, 1:1
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душrексir, 1:1

триrr:rексы, 1:2
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ti

Nz

Nl

''''
Рис.5 Схема щтrllекстъгх (I,II и i II') '. и 'тршшексньгх копfiIлексов (IID,
образованlшх олиго(dА)15 с олиго(dТ)rо (I) и олиго(dТ)lgРh (II, П', III). Число
мономеров в цепlж Nr=l0, Ц=15; число связzIнных пар - п. Уотсон-крl,ковские (:),
хугстиновские (.) пары основаltrrй.

lns = (us, z д)* (дн" l RT) (8)

гДе АН, и AS, - изменеЕI,UI энтglJьпии и эЕтропии в данЕом процессе, то есть разности
этих величин дJI;I упорядоченнOго и рrлзупорядоченЕого состояtдай. Доля спаренньгх
нуклеOтидов (@) в соответствии с [12] может быть записана в виде

(9)

где параметр y:Рс, а с - поJIная uо"u"r*uц* ЙеИ в растворо. Моделъ позвоJuIет

рассчитать также доJIю поJшостью рtвделенньтх нитей (n=0)

а = {(r 
+ 87z(s))l" -'} t Pyr(s)) (10)

и распределение дплексов по дJмнам упорядоченньD( )частков.

0, _2у4(", -r*O(Лr, -и+l)s" (1 1)

С помопJью этих вьrражений можно оценитъ вкIIад разупорядоченшI концевьй
участков (так назьваемое (растрепывание концов>) в обшцую долю разделенньж rrар.

, = 
{,(, 

+ ayL(s)- 
Г, 

* &yL(s)'/'])r,bl} u (+д,r(s))
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Кшалешrвое цриýоедшение Kpac}lTeJul к olрolлy Iгз коЕцов олигонуклеотида
п}шЕвет коЕстаЕцa Kl_z, Irго может бьrгь у.rгено введениgм констакI,ы стабиьности
(srd ддя IФаситеJIя

S Ph =ор{(- Md Ph+ ZАsрй) / лr} t\2)

ГДе АНрЬ И ASpr, - ИЗМеНеfiИЯ ЭНТаЛЬПИИ И ЭНТРОПИИ ПРИ ИЕТеРКаПИРОВаЦИИ КРаСИТеJUI
мех(ду основанIФtми противоположной цепи. Как следует из Рис" 5, это дает
допоJIIIительные связи оJIигон},кJIеотидов, учет тIисла микросостояний которьж
приводит к вьIрalкению дJIя KoHcTilHT связьшания К1-2.

*")*(л, -и+lХli, (1 3)

В этОй формуле rмтываются микросостоянIдI дtв}х типов: 1) дуплексы со
связанным красителем (II) и 2) дуплексы, в KoTopbD( краситель не интеркаJмрован
(П).В последнем сJrучае, очевидно, заселенность состоянrй такова же, как и для
олиГоВ без красители (см. фор*улу (7 )). Число микросостояний первого типа, как
ВI,IДFIО иЗ формУлы (13), меrъше, однако цри spb )) s они могуг давать основной
вкJIад в велпt мну К1-2'.
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Рис.6 Погry,лячионrшй анализ дш модеJм (застежка-молниrI) дш
.ryIIJIексньгх систем (а) (dA)15(dT)lo и (б) (dA)t5(dT)l9Ph rтри p:t.
Распределеr*rе (r) соответствует 0 ОС , (п) - 10ОС, (о)- 20 ОС,

(о)- 30ОС, (^)_ 40ОС, (^)- 50ОС, (+) - 60 "С

- и + 1)}s"

лl_

К,_, =/Е{r"r(Л,
п=1

1,

сlL

ец

0,2

10

0,2
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Модель (€астежка-молния) может быть использована также дIя описаниJI

образования триfiлексов, есJIи рассматривать этот щроцесс как реакцию
лрисоедиЕения третьей нити к уже сформировilнному д/плексу. ,Щля олигов без

KpacиTeJuI такой подход позвоJuIет использовать ди расчетов" К2,з формуrrу,
аналогичную (7), но при N2: N1, так как дJIины дуплексов и тршшексоВ ОДИНаКОВЫ.

В этом сJryчае Кz_з является коЕстантой равновесия дJIя црисоединениJ{ моЕомера
третьей цепи к д}тiлексу. В данном cJýqae это присоединение тимина к адениЕу

дуплекса с образованием хугстиновокой стр}ктуры.

lJ-

0,008

0,007

0,006

0,005

0,004

0,00з

0,002
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Р"с, 7 Потrу_длтиошшпl анализ дJlя модели (застежка-моJIни;t> дJIя

тр9цлексньrх систеЙ (а) (dA)ls2(d]),o 
" 

(б) (dA)152(dT),Ёh Ери р:1. , ;i,
Распределение (r)" сЬответствует 0 

ОС, (п) - 10"С, (о)- 20'С,

tо), .30ОС, 
(^ ) - 40 ОС, (^)- 50"С1 (+);60 ОС, х - 70"С

,Щля олиго(dТ)rо с присоединенньIми к 3'-концу к'Скрежамюl (красителями)

возможная структура ц)шIпекса показаI{а на Рис, 5. Пр" этом уrитьтRается, что нить,

образующtлrt хугсМновские связи, присоединена flар.rjIлеJIъно олиго(dА)15, в отJIИтIИ€

0т уотсон-криковского антипараллеJБного расположенIдI, и, кроме тог0,

цредпOлаrается, что д/IUIекс полfiостью сформирован, краситоJь,] в щrллексе
интеркалирует Между аденинами> а краситель третьой (хугстиновскоЙ) нИтИ

встраивается межд/уотсон-криковскими парами. Очевtадно, возможны состояниlI, В

которьж красителъ третьей rмти свободен (не интеркалцрован), но Iлх вкJIад в обrrrУrО

термодинамику комIiлекOов,j:tt9з1l4тlцlgлgц. С yleToM сделаЕньD( цредположенId
вьIражение дJIя KOficTaETbi связыванLIII тршIлекса имеет вид

,l,0
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К,_, :r* 
{r",,(о 

= n) n (", - r, + l)' 
}""

(14)

Как видно, во всех сJýчаях в расчетные формулы входит ряд неизвестньж
величин, котOрые при сравнении с опытом мсryт бьrть подгоночными параметрами

{y, АН., ASr), что может сни}кать значимостъ эксrrериментальной проверки теории. В
связи с этим длl{ ограничения произвола в вьiборе параметров и большей
однозначности при расчетах использоваJIись дополнительные чсловия, слещ/юшие
из физического смысла рассматриваемьж велиrмн. Параметр ассоциации F (у = Рс)
фактичеоки ошредеJu{ется проигрышем в энтропии при объединении двух цепей.
Поэтсму его велиlмна должна зависеть от длины цепи, тго бьшrо установлено в [12].
Кроме того, очевидно? что проигрыш в энтропии булет менъше в сJýлIае, когда одна
нить }.rrорядочена. С yreToM этого для дуплексов при расчотах использоваJIосl
значение т=10-7, близкое к полученному в [12], а при описаЕии триIшексов - у : 10-5,

полr{енное из условий наил)лurrей подгонки. В соответствие с irредпосьIJIками
модели Изинга на велиIмны АН, и ДS, ЕалагыIось условие 

^Hs/^S. 
: То (где То -

температура перехода в полимерной молекуле), что искJIючало один подгоночный
параметр (^SJ. Велrрт.ryrны То бьrтrи заимствованы из работ [14-16]. Таким образом, в
случае отс}тствиlI (скрецки>> остается два IIодгоночЕьгr( параметра (ДН, и у), и можно
использOвать две экспериментальные вели[Iины дJUI однозначности подгонки:
температуру средней точки перехода и накJIон кривой перехода в этой точке.
Фактически в работе варьцровался только один парамеф ДНr, велI,гIиЕу которого
можно сравнить с экспериментальными данными.

Щля spb использоваJIи экспериментально оцроделонные раЕее [i7] велишшrы
констант связыванIuI свободного феназlша с потшr(dА) и поли(dА)поли(dТ). Щля
улобства расчетов и rIета температурноЙ зависrдлости этих коЕстант вьIражение {12)
преобразовалось к вi,Iду

ýрй = ,}о ехр{* а(Т -27З)} (15)

где a=bHr^lRToTo,,a S}, -значениекоЕстанты ýрй при0 ОС,То:273К.
Рассчитанrrые по формулам (7)-(9) кривые перехода для дуIIJIексов

представлоны на Рис. | п 2 сttлошными линIбIми. ИспользоваЕные при этом
параметры гIриведены в Таблице 2.

Интересно сопоставить полученные значения АН. с веJIичиной АН для
перехода спирагь-кпубок в поJIимерньD( молекулах. К сожалению, в известной Ha:vt

литературе отсутствуют данные о температ}рной зависишrости энтальпии плавлениlI
поли(dА)'поли(dТ). В работе t16] методом ДСК полrIили значения АН=8.З
ккал/моль, не зависящ9е от концентрации Na*, что является удивителъным. Это
ЗНачение можно считать верхним пределом щя 

^Н, 
при высоких конценц)ациl{х

Na*. Можно сравнить изменение ДН, с температурной зависимостью энталъпии дJu{
систем полlrr(А)'полиry). В иятервале температур 300-3З0 К велплщлна АН для этой
СиСТемы иЗмешIется от 6.7 кка-гr/моль до р8 ккал/моль [18], тго близко к значениjIм,
полrIенным в настоящей работе. Еще более близкие к Еашим данным значеfiиlI
ЬН:6.4,7,6 ккалlмолъ для систOмы поли(А),поли(У) приведены в работе [19]. Ташм
ОбРаЗОм, МоЖно считать, что пOдгоночfiые зЕаченIбI АН, бrпrзки к истиЕным
значениrIм энтальпии для модеJIи Изинга.
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Таблица 2. ТермодинамIг{еские характеристики, использованные fiри расчете по
}Iодели (застежка-молнIffD)

Система У S},Тr.rгr комгrлекса,

соотношение

(dA)|5-(d'г)lo, ДУтrlrексьi, 1: J,

тригUIексы}

(dA)lr-(dT)rz ДУшексы,1:1

idA)15"(dT)lgPh дуппексы,

пар осн. осн. К
5,8 |7.04 0-

tm,

ос
-АН"

ккаrr/моль

б.1
з.5
3.85
7.4
7.4
5.8
6.1

3.5
з.85

-AS.,

кал/моль

17.09
1 1.38

1 1.з8
21.45
20,73
|7.04
\7 "а9
11.38
1 1.з8

з00 0,05
з00 0.05

2000 0.05

2000 0.05

0,1

i.0
0,1

1.0
0,1
1.0

0.1

1,0

0.1

1.0

\9.7
з4.Е

^.l4
з8
4,,|,5

29
44

--l,)-|L

Ё,_]

10-7

10-5

10-5

10-i
10'
10-7

107

10-5

i0,5
триплексы. 1:2

Как видно из Рис.1 и 2, расчетные кривые хорошо описьшают
экспериментаJIьные зависимости дш комплексов без феназина, отражаяих форму во
всей области перехода. В то же Bpeмl{ длlI систем с феназином, как и в сJryчае модели

двух состояний, набJIюдаются отлиtrта;r зависимостей в нижних частях кривьIх. Как

}казывалось выше, это разлиtме может быть обусловлеЕо образованием, наряду с

дуплексными, триппексньж форм, что может быть объяснеЕо знаЕIительно более
сильной стабршизацией красителем триплексов по сравнению с дуплексами, что
следует из cpaBHeHIбI величин Spir для этих структур (Таблиuа 2).

При анализе структуры дуплексов важным вопросом явrulется степень рtх

упорядоченности, которая может нар},шаться за счет разупорядоченIбI концевьж

}цастковi так называемого (ФастрепываниrI коЕцов> [12] (Рис. 5). Модель (€астежки-

молнии> позвоJI,Iет оцеЕить велиаIину этого эффекта. На Рис. б показано

распределение дуплексов по длинам уflорядоченнъгх yIacTKoB, рассчитанное по
yравнению (11) для систем (dA)15(dT)ro и (dA)ls(dT)lqPh. Как видно из рисунка, в

обоюt сл}п{аях даже в начале rrерехода доJш дуплексов с разупорядоченньIми
концами составлrIет 204аОh, и она возрастает с повышением температуры.
Разlтlорядочение концов дуплексов может бьiть причиЕой занюкенного значениrl
энтitльпии перехода, определенной по модели lрух состояний (см. Таблицу 1).

Следует отметить, что эффект (растрепываниrI коЕцов) дуплексов и триплексов
возрастает с длиной дуплекса и р[еньшением параметра s. Это может быть одной из

причин Ееадекватности модели двух состояний, установленной в [ 4 ].
Расчеты по модели (€астежки-молнииD дJIя триплексов дают в целом

удовлетворительное согласие с экспериментом, особенно если r{есть более высокие
погрешности опыта и разброс точек (Рис. 2). ИспользоваIIные при этих расчетах
термодинами!Iеские данные ДЦ и AS. (Таблица 2), а следовательно, и параметр S

существенЕо меньше, чем NIя дшлексов, поскольку они опредеjUIются

присоединением только одного тимина к хугстиновской цепи. Это обусловливает
меньшую стабильность триплексов, весьма широкие интервалы переходов и
большее разупорядочивание концов триплексов (Рис. 7). Олнако, как отмечалось
выпIе, присоединение красит€JUI к тимиFIу сипьнее повышает стабильность
триплекса по сравнению с ддшексом, что связано с большим значением параметра
spb. Величина этого параметра оцредеJUIется константоЙ связыванрU{ красителя с
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.rшуtrитевой молекулой потпr(dА)'поJlI-I(dТ} и превыrпает соответствуIощуIо Kotrcтa}rTy

дгlя од{оЕитевой поrrlr(dА) пршлерно flа порядок [17].

Ана.шrз пoJTyre'Hbur 
" о"U"r-Х}*"Т:Ъавнение их с резуJIътат€lми др)тю(

работ пок{lзывает, что присоедиЕ9ние краситеJIя в виде нуклеозидfiого ilроизводного
мокет обесrrе.швать бозrее энергетически вьгодIIФе укрешление как дmлексов, так и
тршшексов, чеп{ присоединение на линкере. Это обусловлено тем, что короткий
лиЕкер (2-З звена) может не обеспечивать стершIески правиJIьного встраиваЕйuI
краситеJuI межщi основаII4ями олигоЕуклеотид4 а д.гlинньй JIиЕкер дает цроигрыш в
энтроrтии. Модель ((двуr( состояний>> позвоJиет оценивать усреднеЕные
термодинамические характеристики комплексов. Модифицироваlшая модель
(€астежка-мOJIнIбI}) адекватно описывает переходы спираль-клубOк как в д/fiлексах,
так и в триплексах, в том чиспе дJUI оJIигоIц/клеотидOв с присоединенным
красителем, с )летом реальной структуры комплоксов.

Авторы BbIpaJKФoT благодарность И.Я. ДФею и Д.М. Федорялсу за
предо-ставлоние олигоЕукlцggrlцов, и С.А. Егупову за помощь в математи.Iеской
обработке результатов.
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